UNIVERSIDAD DE ALCALA, PATRIMONIO DE LA HUMANIDAD

FACULTAD DE FARMACIA

%'A' 1 1 d d Campus uniersitario

T @ 1 UIllVEI'Sl d Carretera Madrid-Barcelona, Km. 33,600
s o 4 28871 Alcala de Henares (Madrid)

hyr) v de A]C&la Telf. (+34) 918 854 680

FAX (+34) 918 854 680

E-mail: decanato.farmacia@uah.es
http:/www.uah.es/farmacia

COMISION DOCENTE

%@*’% Universidad

TRABAJO DE FIN DE GRADO
GRADO EN FARMACIA

Titulo: EXOSOMAS,’APROXIMACION EXPERIMENTAL 'Y
APLICACIONES CLINICAS.
Autor: BOHDAN BABIY

Tutor: MARIA JOSE CARMENA SIERRA

Curso: 2015-2016




UNIVERSIDAD DE ALCALA, PATRIMONIO DE LA HUMANIDAD

o . . FACULTAD DE FARMACIA
g % UIllVEI‘Sldad Campus universitario

H @ i Carretera Madrid-Barcelona, Km. 33,600
e s 4 28871 Alcala de Henares (Madrid)
.......... de Alcala Telf. (+34) 918 854 680

COMISION DOCENTE FAX (+34) 918 854 680

E-mail: decanato.farmacia@uah.es
http:/www.uah.es/farmacia

AUTORIZACION E INFORME PARA LA DEFENSA PUBLICA DEL
TRABAJO DE FIN DE GRADO

(Segunda Pagina de Memoria del Trabajo Fin de Grado)

D2 Maria José Carmena Sierra

Profesora del Departamento de Biologia de Sistemas
como tutora del Trabajo de Fin de Grado en Farmacia de
D Bohdan Babiy

Titulado: Exosomas, aproximacion experimental y aplicaciones clinicas.

INFORMA: Que ha sido realizado y redactado por el mencionado alumno bajo
mi direccion y con esta fecha autorizo a su presentacion y defensa publica

Alcala de Henares 28 de junio de 2016

Fdo.: Maria José Carmena Sierra



Exosomas: aproximacion experimental y aplicaciones clinicas. | 2015-2016

iNDICE
L. RESUIMIEBN. ¢ttt e ettt e e ettt e e ettt e e e ettt e e e eab e e e eata e aaeeraaaaaees 1
P22 [ 11 0T [T o1 (o o PR 2
2.1. Vesiculas extracelulares. Caracteristicas generales de los exosomas............... 2
2.2. Fuentes de exosomas. FUNCIONES. ........ooooviiiiiiiiie e 3
P T =TT To 1= g L= 1 PR 4
2.4, ESHUCIUra de 10S @XOSOMAS. . .euuuuiieeeeieiiiiiiaaeeeeeeeeeeeeiaa s s e e eeeeeeneennaaeeeeaeeeanennnns 6
2.5. MeCaniSMOS A€ CAPIUIA. .....cceeieeeeeeeeeeee e 8
2.6. Técnicas de aislamiento y de andlisis de l0s exosomas.............cccceeeeeeeeeeeeeennn. 9
2.7. Técnicas de introduccion de farmacos. ..., 10
3. ODJELIVOS. . 11
4. MaterialeS ¥ MELOUOS. .....uuuii i e e e e e e e e e e e e e e e rt s e e eeaeeeeanes 11
4.1. Materiales y métodos para el estudio bibliografico: ...........ccccccvvieiiii i, 11
4.2. Materiales y métodos para el estudio experimental:.............ccccoeeeeiieeiiiiiiiiinnnnn. 11
4.2.2.  CURIVOS CEIUIAIES. ...ooviiiiiiiiiiiiiiiieeee e 12
4.2.3.  Aislamiento de EXOSOMAS. ......cceevieeiiiiiieeeeeeeeeeeiiiaaa e e e eeeeeeaeraaa s e e eaeeeennees 12

6.

7.

4.2.4. Determinacion de la concentracion de proteinas por el método Bradford. .. 13

4.2.5.  WeStern bIot . ... 14
o RESURBUOS. ... 15
5.1. Cultivo y aislamiento de @X0SOMAS. ........ccevviiiiiiiieieeee e 15

5.2. Determinacion de la concentracion de proteinas por el método de Bradford.... 16

5.3. ldentificacion de exosomas por “Western Blot”. ...........ccccooiiiiiiiiiiiii 16
5.4. Reuvision bibliografica de la encapsulacion de doxorrubicina en exosomas...... 17
CONCIUSION. ...ttt e e et e e e e e e e et e e e e e e e e e e e 21
2] o] (oo | £= 1 T- VAP UPR PP PPPPPPRPRPP 23



Exosomas: aproximacion experimental y aplicaciones clinicas. | 2015-2016

1. RESUMEN.

1.1.RESUMEN EN ESPANOL.

En este trabajo vamos a reflejar algunos de los avances fundamentales en el
campo de la comunicacion intercelular de los ultimos afios relacionados con las
vesiculas extracelulares y, en especial, con los exosomas que han supuesto un
cambio en el concepto de las funciones y el papel que desempefian éstas vesiculas
en los organismos vivos. Se ha realizado una aproximacion experimental sobre las
técnicas basicas de separacion e identificacion de exosomas y una revision
bibliografica de la metodologia de introduccién de farmacos en exosomas. Con el
fin de reflejar las aplicaciones clinicas mas relevantes se ha realizado una revision
de los estudios de encapsulacion de doxorrubicina en exosomas que ponen de
manifiesto la disminucion de los efectos adversos respecto a la administracién de
farmaco libre y la necesidad de mejorar su semivida plasmatica.

Palabras clave: exosomas, vesiculas extracelulares, doxorrubicina, transporte

de medicamentos, nanoparticulas.

1.2.RESUMEN EN INGLES.

In this work we will reflect some fundamental advances in the field of intercellular
communication in recent years related to the extracellular vesicles and, in particular,
to exosomes that have meant a change in the concept of the functions and the role
played by these vesicles in living organisms. We took on an experimental approach
on the basic techniques of separation and identification of the exosomes and a
literature review of the methodology for introduction of drugs in exosomes. In order
to reflect the most relevant clinical applications it's been carried out a review of the
studies of encapsulation of doxorubicin in exosomes that revealed the reduction of
the adverse effects in contrast to the administration of free drug and the need to
improve its half-life in plasma.

Keywords: exosomes, extracellular vesicles, doxorubicin, drug delivery,

nanoparticles.
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2. INTRODUCCION.
2.1.VESICULAS EXTRACELULARES. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS
EXOSOMAS.

El concepto de vesiculas extracelulares abarca un grupo de estructuras muy
heterogéneas tanto por su tamafio y forma como por su contenido y las funciones
que desempefian. Generalmente se distinguen tres tipos de vesiculas
extracelulares: cuerpos apoptoéticos, microvesiculas y exosomas. Los cuerpos
apoptoticos y las microvesiculas, cuyo diametro puede variar entre 150-1000 nm y
50-2000 nm respectivamente, representan la parte mas conocida de las vesiculas
extracelulares que se describen como una forma de transporte del contenido
intracelular destinado al reciclaje de los productos de desecho. Los exosomas son
el grupo de vesiculas de mas reciente descubrimiento. Fueron descritas por primera
vez por Trams y col. en el afio 1981 [11] y posteriormente Johnstone y col. en el afio
1983 [11] acufiaron su nombre y desarrollan el concepto en profundidad. A
diferencia del resto de las vesiculas extracelulares, los exosomas estan
directamente implicados en la comunicacién intercelular y estan ganando
protagonismo en todo tipo de procesos tanto fisiol6gicos como patolégicos.

Los exosomas son vesiculas constituidas por una bicapa lipidica con un
diametro entre 40-120 nm y una densidad entre 1,15-1,19 g/ml [19] que han sido
detectadas en la mayoria de los liquidos biol6gicos incluyendo sangre, orina, liquido
cefalorraquideo, linfa, liquido sinovial, leche materna, saliva, etc. [18] y cuya
principal caracteristica es su funcibn como mensajeros intercelulares. Son un grupo
de vesiculas muy diverso en la composicion de su bicapa lipidica y en su contenido,
lo que les confiere una alta selectividad de interaccion con la célula diana vy
capacidad de modificacion del metabolismo celular gracias a las proteinas y los
acidos nucleicos que transportan, sobre todo mediante los MRNAs y los miRNAs.
Como resultado de su alta selectividad y su capacidad de llevar mensajes entre
distintos tipos celulares, junto con su pequefio diametro y su baja
inmunogenicidad se ha convertido en objeto de estudio como agentes terapéuticos
en enfermedades neurodegenerativas y carcinomas o como posibles vectores

endbdgenos para el transporte de medicamentos.
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2.2.FUENTES DE EXOSOMAS. FUNCIONES.

Se han aislado exosomas de distintos tipos celulares incluyendo células
dendriticas, macréfagos, células B, células T, células madre estromales (MSC),
plaquetas, reticulocitos, neuronas, oligodendrocitos, células endoteliales, células del
epitelio y células tumorales. De todos ellos, los més estudiados actualmente son los
exosomas derivados de las células del sistema inmunitario y de células tumorales.

Los exosomas aislados de células tumorales tienen la capacidad de promover
la oncogénesis de células sanas y participar en la metastasis del tumor; tienen
capacidad de provocar inmunosupresion induciendo apoptosis de las células T o
regulando la expresién de los receptores del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) e incluso actian como un mecanismo de quimiorresistencia [18].

Las células presentadoras de antigenos forman exosomas que en su superficie
presentan receptores para MHC | y Il y moléculas coestimuladoras de células T
gracias a lo cual pueden actuar como transportadores de antigenos y promover
tanto la respuesta inmune especifica como la innata [3].

En cuanto a las funciones que desempefian en otros tipos celulares, es de
destacar que los exosomas procedentes de oligodendrocitos favorecen la
remielinizacion de las neuronas del Sistema Nervioso Central. EI mRNA
transportado por los exosomas derivados de macréfagos puede actuar inhibiendo
la proliferacion del carcinoma hepatico. Los exosomas derivados de células
endoteliales pueden actuar previniendo la aterosclerosis y las lesiones arteriales.
Las células madre estromales (MSC), especialmente importantes por su capacidad
de generar grandes cantidades de exosomas con actividad protectora y
regeneradora, han sido utilizados en multiples estudios como agente terapéutico en
casos de isquemia miocardica, hipertension y fibrosis pulmonar, para promover
regeneracion hepatica y en casos de hemorragia cerebral demostrando tener un
efecto neuroprotector [11,2,10].

Por lo tanto, las funciones que realizan los exosomas son muy variadas y
dependen de muchos factores como el tipo de célula progenitora, el contenido

de los exosomas y el estado fisiologico de la célula en el momento de la
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excrecién, pero todas se basan en una actividad basica que es la capacidad de
transmitir sefiales entre las células distantes.

El campo de investigacion de los exosomas se extiende a todo tipo de células.
Asi se han aislado los exosomas producidos, aparte de otros tipos de mamiferos,
de organismos vivos como bacterias Gram - y Gram +, hongos, levaduras, parasitos
unicelulares, nematodos, plantas y mosquitos [10,13]. Estas fuentes alternativas
de exosomas presentan mucho interés por los efectos que pueden tener como
agentes terapéuticos, aunque también pueden ser de utilidad en la busqueda de
fuentes sostenibles de exosomas y para escalar la produccidon. Actualmente se
han publicado varios estudios que investigan las microvesiculas tipo exosomas
presentes en el jugo de pomelo [25] o del jugo de limon [16]. También hay varios
estudios de exosomas derivados de leche bovina que presentan un especial interés
para transporte de agentes terapéuticos o su utilizacién como potencial fuente de
produccién de los exosomas [1].

2.3.BIOGENESIS.

Las vias de biogénesis de los exosomas no han sido descritas en su totalidad
por el momento, pero la informacion disponible nos revela algunos mecanismos
generales de su formacion presentando ciertas similitudes con el mecanismo de
formacion de las vesiculas lisosomales. Asi la formacion de los exosomas se
produce dentro del compartimento endosomal de la célula, a diferencia de otras
vesiculas extracelulares que se forman por invaginacion directa de la membrana
plasmética.

El compartimento endosomal es un sistema de vesiculas formado por
invaginacion de la membrana plasmatica (Figura 1.a) y posterior maduracién que
conlleva cambios en su composicién y formacion de unas vesiculas intraluminales
(ILV) en su membrana limitante (Figura 1.b) pasando en este momento a
denominarse cuerpos multivesiculares (MVB). La formacién de ILV se produce
mediante invaginacién de la membrana endosomal y gracias a la maquinaria del
complejo de ordenacion endosomal necesario para el transporte (ESCRT) [18] que
junto con las moléculas complementarias como Alix, VPS4 y tetraspaninas [1],

detectadas posteriormente en la membrana de los exosomas, seleccionan
4
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determinadas proteinas y acidos nucleicos para su introduccion en el interior de las
vesiculas. Una vez liberadas al espacio extracelular las ILV se convierten en los
exosomas (Figura 1.c) [11,18,1].

A pesar de la complejidad de la biogénesis, con el tiempo se va descubriendo
mas informacion acerca de los procesos y condiciones en que transcurre. En uno
de los estudios se ha visto que para que se formen los MVB vy, por tanto, los
exosomas, es necesaria la presencia de algunos factores como fosfatidilinositol-3
qguinasa. De la misma manera, en funcion de las caracteristicas de la membrana,
como su rigueza en colesterol o la presencia del receptor para el factor de
crecimiento, se decide si los exosomas se van a destinar a la degradacion en los
lisosomas o se van a liberar al espacio extracelular mediante fusion con la
membrana plasmatica [1]. Dentro de los ejemplos de biogénesis que han sido
descritos destaca la formacion de exosomas en ausencia del complejo ESCRT o de
la esfingomielinasa; pudiendo darse incluso en ausencia de ambos factores [11,1,7].
También se ha descrito el aumento de la produccién de exosomas en condiciones
de choque térmico lo cual influye en sus caracteristicas y actividad [27].

La biogénesis, por tanto, es un proceso muy complejo donde la liberacion de
exosomas depende de muchos factores como el medio externo o el estado de la
célulay que se ve aumentada por la existencia de vias secundarias de formacién

gue se activan en presencia o ausencia de diversos factores.
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Figura 1. Mecanismo general de la biogénesis de los
exosomas. (Modificado de Aryani y col., 2016; [1]).
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2.4 ESTRUCTURA DE LOS EXOSOMAS.

La estructura de los exosomas estd estrechamente relacionada con sus
propiedades y se suele dividir en dos partes, la membrana lipidica y el contenido.

La composicion de la membrana lipidica es responsable de las
caracteristicas como la baja inmunogenicidad y toxicidad de los exosomas, la
selectividad de accion, la capacidad de cruzar la barrera hematoencefélica y
la estabilidad en el torrente sanguineo fundamentales para desempefar sus
funciones. Como resultado del mecanismo de la génesis de los exosomas, su
bicapa lipidica en su mayor parte procede de la membrana plasmaética de la célula
progenitora presentando, al mismo tiempo, caracteristicas distintivas como la
presencia o ausencia de ciertas proteinas, ligandos y moléculas de adhesion
especificas que inducen a pensar en la existencia de vias de seleccion propias de
los exosomas responsables de estas variaciones. Segun estudios publicados en los
ultimos afios se ha detectado una serie de caracteristicas comunes en cuanto a la
composicién de la membrana de los exosomas. Son unas vesiculas constituidas por
una bicapa lipidica enriquecida en colesterol, esfingomielina, fosfatidilserina y
acidos grasos saturados o monoinsaturados a expensas de fosfatidilcolina y
etanolamina lo que les confiere una alta estabilidad en circulacion [3]. También se
han detectado algunas proteinas caracteristicas como las de la familia de las
tetraspaninas (CD9, CD61, CD63, CD81, CD82, CD18, CD11by CD169, esta ultima
implicada en su captura por los macrofagos [17]); Alix, VPS4 y TSG (10 y 101)
implicadas en la génesis de los exosomas, la proteina transmembrana asociada a
los lisosomas Lamp2b; las moléculas de fusion o transporte transmembrana de la
familia de Annexinas (I, Il, 1V, V, VI), proteinas Rab (5, 7, 11, 27, 35) y Flotilina
[11,1,23] y las moléculas de adhesion celular de la familia CAM vy lactadherina
(MFG-ES8), junto con otras proteinas que inhiben la fagocitosis o el sistema de
complemento retrasando su eliminacion de la sangre [10] (Figura 2). Algunas de
ellas se utilizan en investigacion como marcadores de la presencia de exosomas
como las tetraspaninas CD9, CD63 y CD81, Alix, TG101 o proteina

transmembrana lisosomal Lamp2, entre otras.
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Figura 2. Composicion, localizacion y funciones de proteinas en los exosomas. ALCAM —
molécula activada de adhesion a células leucotarias, ATP — adenosin trifosfato, GDI — inhibidor
de disociacion de guanosin trifosfato, ICAM-1 — molécula 1 de adhesion intercelular, MHC —
complejo mayor de histocompatibilidad. (Modificado de Tran y col., 2015; [14]).

Por otro lado, el contenido de los exosomas y su capacidad de transportarlo a
larga distancia de forma estable ha sido una de las caracteristicas que han generado
un gran interés en la comunidad cientifica para su posterior investigacion como
potenciales vectores enddgenos de transmision de agentes terapéuticos. En este
caso, el contenido de los exosomas guarda similitudes con el citosol de la célula
progenitora con variaciones en cuanto a las proteinas y los acidos nucleicos que
constituyen el mensaje transportado. Asi, por ejemplo, en los exosomas derivados
de las plaquetas y células del sistema mononuclear se ha detectado mRNA con
composicién distinta a los detectados en sus células parentales. Como resultado se

han creado bases de datos en linea como http://www.microvesicles.org/ o

http://www.exocarta.org/ donde se ha identificado mas de 11.000 proteinas [11]

transportadas en los exosomas junto con los acidos nucleicos en forma de
shRNA, siRNA, mRNA y sobre todo miRNAs aunque los mecanismos responsables

del proceso de seleccion siguen siendo desconocidos. Algunos estudios indican que
7


http://www.microvesicles.org/
http://www.exocarta.org/

Exosomas: aproximacion experimental y aplicaciones clinicas. | 2015-2016

puede estar relacionado con la actividad del complejo ESCRT, con la afinidad por
los lipidos o las proteinas de la membrana o con la incorporacion al complejo

proteico resistente a los detergentes [1].

2.5.MECANISMOS DE CAPTURA.

Una condicion fundamental para que los exosomas ejerzan su accion es que se
fusionen total o parcialmente con las células diana. Se conocen tres formas
generales de captura de exosomas:

a) Endocitosis es la mas comun distinguiéndose dependiente de clatrina, de
caveolas, por fagocitosis, micropinocitosis 0 mediado por balsas lipidicas
(“lipid-rafts”) [15];

b) Interaccién de tipo receptor-ligando como la que ocurre en el caso de la
presentacion de antigenos o interaccion con receptores de complemento
[10];

c) Adhesion mediada por proteinas de la familia integrinas o tetraspaninas [15].

También se ha descrito un mecanismo de adhesion seguido por una semifusion
de los exosomas con la membrana celular suficiente para transferir su contenido [1]
liberandose después la bicapa lipidica (Figura 3).

El proceso de captura puede verse modificado en funcién de las
condiciones del medio o de la célula diana de modo que, por ejemplo, las
condiciones &cidas caracteristicas del medio de los tejidos tumorales promueven la
absorcion de los exosomas. El estado inmaduro de las células dendriticas se
traduce en una mayor capacidad de absorcion de los exosomas comparando con
las células maduras [1]. También se ha visto que la presencia de
glucosaminoglucanos como heparansulfato o fosfatidilserina en la superficie de los

exosomas es fundamental para su captura y fusidén con las células diana [3].
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Figura 3. Mecanismos de absorcion de los
exosomas. (Modificado de Aryani y col., 2016; [1]).

2.6. TECNICAS DE AISLAMIENTO Y DE ANALISIS DE LOS EXOSOMAS.

Las técnicas de aislamiento de los exosomas mas frecuentemente utilizadas
en los estudios realizados en el laboratorio estan basados en la separacion por
ultracentrifugacion [19,23] de la muestra con el fin de precipitar restos celulares y
otras interferencias del medio.

Uno de los inconvenientes de la ultracentrifugacion es la presencia de
agregados proteicos en el pellet final. Para mejorar los resultados de la
purificacion, se puede recurrir al uso de gradientes de sacarosa para separar los
exosomas por su densidad caracteristica.

Otro método de aislamiento rapido y eficaz esta basado en lainmunocaptura
de los exosomas en la superficie de unas bolitas magnéticas recubiertas con
anticuerpos frente a una de las proteinas expresadas en la superficie de los
exosomas lo que permite un facil manejo de los exosomas.

Las técnicas usadas normalmente para la caracterizacién e identificacion de
exosomas consisten en el estudio morfolégico mediante microscopia electrénica y
en la inmunodeteccion con anticuerpos especificos de proteinas caracteristicas de
los exosomas (“Western Blot”). También se pueden estudiar sus caracteristicas
aplicando citometria de flujo sobre los exosomas fijados en las bolitas de
inmunocaptura; ya que debido al pequefio tamafio de los exosomas libres, no es

posible analizarlos [19].
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2.7.TECNICAS DE INTRODUCCION DE FARMACOS.

Las técnicas de introduccion de los farmacos en el interior de los exosomas se
pueden diferenciar en dos grupos, las que se realizan in vitro en las células o ex
Vivo con los exosomas purificado.

Dentro de los métodos in vitro se pueden diferenciar tres tipos consistentes en:

o La modificacion genética de las células para sobreexpresar la proteina de
interés aumentando asi su concentracion en el citoplasma y favoreciendo su
introduccién en los exosomas de forma pasiva.

o La modificacion de la expresion de las proteinas caracteristicas de los
exosomas, como lactadherina o Lamp2b, mediante la fusiébn con las
proteinas de interés promoviendo de este modo su introduccion en las
vesiculas.

o La modificacion de proteinas o acidos nucleicos de interés como la N-
miristoilacion de proteinas, de modo que se unan con los dominios
expresados en la superficie de los exosomas [3,10].

También se ha visto que algunos virus, como el adenovirus (AAV) o el virus de
la hepatitis A, transmiten sus particulas mediante exosomas. Debido a ello, pueden
ser utilizados como vectores en terapia génica [10].

Los métodos ex vivo mas utilizados son la electroporaciéon y la incubacion
directa. La electroporacién consiste en la aplicacién de una corriente eléctrica a
los exosomas purificados con el fin de aumentar la porosidad de la membrana
plasmética y favorecer asi la introduccion de las moléculas en disolucion. Se
recomienda utilizar un medio de trehalosa pulsatil para disminuir la probabilidad de
agregacion de las moléculas, sobre todo es de interés para la introduccién de
moléculas de pequefio tamafio como mMIRNA o siRNA. Sin embargo, la
incubacion directa promueve la introduccion de moléculas lipofilas de pequefio

tamano al interior de los exosomas de manera pasiva [10].

10
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3. OBJETIVOS.

En este trabajo nos hemos planteado dos objetivos muy diferentes:

1. Una aproximacion experimental al estudio en el laboratorio de los exosomas
extraidos del medio extracelular de los cultivos de células PC3.

2. Una revision bibliografica de la aplicacion clinica de los exosomas como
vehiculos biolégicos de farmacos. Se ha elegido la doxorrubicina como

farmaco para el estudio.

4. MATERIALES Y METODOS.

4.1.MATERIALES Y METODOS PARA EL ESTUDIO BIBLIOGRAFICO:

Revision bibliografica sistematizada de articulos cientificos, de acceso libre
o restringido utilizando la red de la universidad UAH, consultando las bases de
datos PubMed y EuropePMC, sin restricciones de fecha, en inglés y espafiol. Se
han revisado los resimenes de articulos, en los casos necesarios articulos

completos, la bibliografia citada y articulos relacionados.

4.2.MATERIALES Y METODOS PARA EL ESTUDIO EXPERIMENTAL:
4.2.1. MATERIALES.

o Flask de cultivo, pipetas esterilizadas, equipo de electroforesis Bio Rad™,
centrifuga, ultracentrifuga, espectrofotometro, incubador con atmdsfera
controlada, campana de flujo laminar, maquina de revelado AGFA CP1000,
peliculas fotogréficas, filtros de 0,22 um, placas de 96 pocillos.

o Medio de tampon fosfato (PBS) de pH 7,4, suero fetal bovino (FBS),
antimicotico, antibiotico, tripsina, etanol, membrana de nitrocelulosa, Glicina,
SDS, Tris, Acrilamida/Bisacrilamida 40%, TEMED, Persulfato, Azul de
bromofenol, Glicerol, leche en polvo, H202, ECL, Tween 20, reactivo
Bradford, BSA, anticuerpo antiCD63, anticuerpo antiraton.

o Linea celular PC3 de cancer de prostata mantenida en la unidad de cultivos
del Grupo de Neuroendocrinologia Molecular del Departamento de Biologia
de Sistemas de la UAH.
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Antes de empezar la manipulacion se procede a la limpieza y desinfeccion de
todo el material que se va a usar y de la superficie de la campana de flujo laminar
con etanol al 70%. Durante la manipulacion de los cultivos celulares se enciende la
llama para desinfeccion de boquillas y tapones de los flask de cultivo y de todo el

material que vaya a entrar en contacto con los cultivos celulares.

4.2.2. CULTIVOS CELULARES.

Se ha realizado el cultivo de la linea celular PC3 correspondiente al estadio
independiente de androgenos de cancer de prostata en el medio de cultivo RPMI-
1640 suplementado con un 10% de suero fetal bovino (FBS), que aporta los
nutrientes necesarios para el desarrollo celular, y un 1% de antimicético y
antibiotico, para evitar la contaminacion microbiana. Las células se mantienena y
en atmosfera de 95% de oxigeno y 5% de CO: en flask de cultivo.

Cada dos o tres dias se procede a cambiar el medio de cultivo para retirar
productos de desecho celular, evitando de este modo, efectos toxicos sobre las
células cultivadas, ademas de renovar las fuentes de nutrientes necesarios para el
crecimiento celular.

Después de alcanzar un nivel de confluencia superior a 80% en la base del
flask, correspondiente a una capa de células densamente poblada, se realiza una
amplificacion por pases de la poblacién celular del flask. Se retira el medio de cultivo
y se lava con una pequefa cantidad de tampdn PBS para eliminar los restos del
medio. Después, se procede a levantar las células afiadiendo tripsina e incubando
a 37°C, durante 2 a 3 minutos, para activar la hidrolisis de las proteinas de adhesién
(un tiempo mayor puede provocar la lisis celular por accion de la tripsina) y se
neutraliza con el doble de volumen de medio de cultivo. La solucion obtenida se
distribuye entre varios flask que se agitan para garantizar la distribucion de células

homogénea por la base del recipiente y se completa con medio de cultivo.

4.2.3. AISLAMIENTO DE EXOSOMAS.
Para proceder con el aislamiento de los exosomas, es necesario incubar
previamente los cultivos en un medio sin exosomas durante 72 horas para evitar la

contaminacion con los procedentes del suero FBS. El medio sin exosomas se
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prepara mediante dos ultracentrifugaciones de medio completo a 25.000 rpm y 4°C,
durante 6 horas, recogiéndose el sobrenadante. Después de la incubacién, con
dicho medio, obtenemos un medio extracelular con exosomas de células PC3. Para
aislarlos, se somete el medio a centrifugacion a 1500 rpm y 4°C, durante 4 min, para
precipitar las células presentes. A continuacion, se recoge el sobrenadante y se
vuelve a someter a una ultracentrifugacion a 9.500 rpm, 4°C durante 25 min, para
precipitar los cuerpos apoptoticos y restos celulares del medio. El sobrenadante
obtenido se pasa a través de un filtro de 0,22 um para eliminar las particulas de
mayor didmetro del medio. Por ultimo, se realiza otra ultracentrifugacion a 25.000
rpm y 4°C durante 80 min para obtener un precipitado con los exosomas del medio.
Como resultado, obtenemos un pellet de exosomas procedentes de células PC3
gue se resuspende cuidadosamente con 50 pl del medio sin exosomas. La

disolucion final se conserva a -20°C hasta su uso posterior.

4.2.4. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS POR EL METODO
BRADFORD.

En primer lugar, se realiza una curva patrén utilizando albumina sérica bovina
(BSA) a 1 pg/ml como patrén que se diluye con agua destilada, preparando seis
muestras con rango de concentracion creciente, desde 0 pug/ml hasta 1 ug/ml, de
BSA. Por otro lado, se realiza una dilucion 1:5 de reactivo de Bradford, que contiene
colorante azul Coomasie G-250 y se procede a la preparacion de una placa de 96
pocillos para la realizacién de la curva de calibrado. Para ello, el analisis de cada
muestra se realiza por triplicado con concentraciones conocidas de BSA; y por otro
lado con la muestra de exosomas sin diluir y diluida 1:1 por duplicado. Se agita la
placa para favorecer la reaccion de coloracién entre el reactivo de Bradford y las
proteinas, obteniendo una coloracién azul que corresponde a la presencia de
proteinas, que se mide mediante la valoracion de la absorbancia de las muestras
en un espectrofotdmetro a 595nm. Se utiliza para ello el lector Multiskan (Thermo
Scientific) (Tabla 1).

Con las concentraciones conocidas y las absorbancias obtenidas de BSA se
realiza una curva patron, donde se interpolan los resultados de las muestras para

calcular su concentracion.
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Muestras

Columnal

Columna 2

Columna 3

A — 0 pg/ml BSA

95 ul Bradford + 5 pl A

95 pl Bradford + 5 pl A

95 ul Bradford + 5 pl A

B - 0,2 ug/ml BSA

95 ul Bradford + 5 pl B

95 pl Bradford + 5 pl B

95 ul Bradford + 5 pl B

C—0,4 pg/ml BSA

95 ul Bradford + 5 pl C

95 pl Bradford + 5 pl C

95 ul Bradford + 5 pl C

D - 0,6 ug/ml BSA

95 ul Bradford + 5 pl D

95 pl Bradford + 5 pl D

95 ul Bradford + 5 pl D

E-0,8 pg/ml BSA

95 ul Bradford + 5 pl E

95 pl Bradford + 5 pl E

95 ul Bradford + 5 pl E

F—1 pg/ml BSA

95 ul Bradford + 5 pl F

95 pl Bradford + 5 pl F

95 pl Bradford + 5 pl F

G - M. exosomas

95 ul Bradford + 5 pl D

95 pl Bradford + 5 pul D

H - M. exosomas 1:1

95 ul Bradford + 5 pl G

95 pl Bradford + 5 pl G

Tabla 1. Esquema detallado de la realizacion del ensayo de Bradford en una placa de 96 pocillos.

4.2.5. “WESTERN BLOT”.

Antes de comenzar con la electroforesis, se procede a lisar el concentrado de
exosomas con tampon de lisis: 20 mM Tris-HCI(pH=7,5), 1 mM EDTA, 0,5 M NaCl,
2mM PMSF y 5 pg/ml de inhibidores durante 30 min y 4°C. Tras la lisis se afiade el

tampon de carga y se somete a 95°C durante 5 minutos para desnaturalizar las

proteinas de los exosomas. Por otro lado, se preparan dos geles que se montan

uno encima del otro para llevar a cabo la electroforesis:

1. Gel de migracion/separacion de proteinas:

- Acrilamida / Bisacrilamida 40% a una concentracion final de 10%.

- Tampon Lower 4X constituido por Tris 1,5 M pH=8,8, SDS 0,4% y agua csp.

gue gracias a su pH carga negativamente las proteinas favoreciendo su

migracion a través de este gel.

- Agua csp.

- Persulfato 100 mg/mly TEMED para promover la gelificacion de acrilamida.

2. Gel de pre-concentracion de proteinas:

- Acrilamida / Bisacrilamida 40% a una concentracion final de 5%.

- Tampon Upper 4X 4°C constituido por Tris 0,5 M pH=6,8, SDS 0,4% y agua

csp. que gracias a su pH mantiene las proteinas con carga neutra de manera
gue su velocidad de migracién es muy baja y se acumulan en una banda al
final del gel de concentracion y al inicio del gel de migracion.

Agua csp.

Persulfato 100 mg/ml y TEMED para promover la gelificaciéon de acrilamida.
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Una vez preparado el gel en el cassette del equipo de electroforesis se afiaden
las muestras, 30 y 50 pl del lisado de exosomas y el marcador de peso molecular.
Se pone en marcha la electroforesis, a 110-130V en presencia de tampon de
electroforesis compuesto por Tris 50 mM, Glicina 0,4 M, SDS 0,1%, Metanol 20% y
agua csp., durante 1 hora.

Transcurrido este tiempo se realiza la transferencia de las proteinas del gel a una
membrana de nitrocelulosa, durante toda la noche a 25V y 4°C. De esta manera,
las proteinas separadas en el gel se transfieren a la membrana de nitrocelulosa. A
continuacion, la membrana se incuba con el tampon de bloqueo (disolucién de la
leche en polvo en PBS y Tween 20) durante 1 hora para prevenir union inespecifica
de anticuerpos a la membrana.

El siguiente paso consiste en incubar la membrana con una dilucion del
anticuerpo CD63 1:100 en el tampén de bloqueo, durante toda la noche a 4°C.
Transcurrido el tiempo se recoge la dilucién del anticuerpo y se congela para su
reutilizacion. A continuacién, se lava la membrana 3 veces con PBS, para eliminar
el exceso de anticuerpos.

Posteriormente se procede a incubar el anticuerpo secundario antiraton con una
dilucién 1:4000 en tampon de bloqueo diluido 5 veces durante 1 hora a temperatura
ambiente. Se retiran el anticuerpo secundario y se lava 3 veces con PBS.

Por ultimo, para revelar la presencia del anticuerpo secundario se pone en
contacto la membrana con revelador constituido por ECL y H202 (en proporcion
1:1000) durante 3 min. Se seca y se introduce en una camara junto con una pelicula

fotografica, que se revela en el equipo de revelado CP1000.

5. RESULTADOS.

5.1.CULTIVO Y AISLAMIENTO DE EXOSOMAS.

Para el aislamiento de exosomas, las células PC3 se han incubado en medio
sin exosomas durante 3 dias. Pasado ese tiempo se recoge el medio y se somete
a ultracentrifugacion para obtener un concentrado de exosomas que se conserva
una vez disuelto a -20°C para posterior realizacion de los ensayos de Western

Blotting y Bradford.
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5.2.DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE
BRADFORD.

Tras la realizacion del ensayo de Bradford, se lleva a cabo la curva de calibrado
correspondiente. Dicha curva presenta un coeficiente de correlaciéon lineal (R?)
superior a 0,90 por lo que se considera estadisticamente significativa y valida para
la interpolacion de la absorbancia de la muestra de exosomas procedentes de
células PC3. Asi la concentracion final de proteinas obtenida en la muestra de
exosomas es de 1,73 mg/ml que procede de un volumen de 50 ml correspondiente
a 8x10° de células.

y = 0,6886x
Bradford 2 0 000

0,8000
0,7000
0,6000
S 0,5000
C
©
20,4000
0,3000

Abso

0,2000
0,1000

0,0000
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1.2

Concentracion (mg/ml)

Figura 4. Curva de calibrado de albumina sérica bovina a 595nm para Bradford.

5.3. IDENTIFICACION DE EXOSOMAS POR “WESTERN BLOT”.

Una vez cuantificada la cantidad de proteinas de la muestra de exosomas,
pasamos a identificar la presencia de los mismas mediante anticuerpos especificos
frente a la proteina CD63.

Después del revelado de la pelicula fotografica, previa  electroforesis y
transferencia de la muestra, se observa la presencia de una banda alrededor de 53
kDa correspondiente a la proteina CD63. Estos resultados confirman la presencia

de exosomas en la muestra.
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~180
~130
~100
=75

CD63 (53 kDa)

Figura 5. Identificacion de la presencia de
exosomas mediante un ensayo de “Western Blot”
frente a la proteina CD63.

5.4. REVISION BIBLIOGRAFICA DE LA ENCAPSULACION DE DOXORRUBICINA EN
EXOSOMAS.

La doxorrubicina (DOX) representa uno de los farmacos mas utilizados en
terapias anticancerigenas por su amplio espectro de accién y eficacia a pesar de
ser uno de los mas antiguos en el mercado. Fue descubierta en 1960 junto con la
daunorrubicina mediante extraccidn a partir de la bacteria Streptomyces paucetius
variante: caeisus representando las dos primeras moléculas de la familia de las
Antraciclinas [20], que se siguen usando 50 afios después.

Es un agente quimioterapéutico de amplio espectro que se aplica en cancer de
mama, de ovario, de Utero, gastrico, de eséfago, de higado, del pulmén, de tiroides,
hematoldgicos como linfoma Hodgkin y no Hodgkin, leucemia linfoblastica y
mieloblastica aguda, mieloma multiple, sarcoma y canceres pediatricos (cancer de
Wilms por ejemplo) [20,4] demostrando una alta eficacia debido a su mecanismo de
accion. El cual consiste por un lado en la interposicion en el ADN y por otro, en la
inhibicién de la enzima topoisomerasa Il (TOP2) de forma estable durante la
apertura de la doble hélice de ADN impidiendo la replicacién y reparacion celular;
dirigiendo de este modo su accién principalmente sobre células con alta actividad

proliferativa como los tumores. Una de las consecuencias es que una vez
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administrado, el farmaco se distribuye a tejidos sanos produciendo efectos
adversos importantes como mielosupresion o cardiotoxicidad, acompafiada de
congestion cardiaca con una mortalidad de hasta el 50% [4], que han motivado un
estudio mas profundo de sus mecanismos de accion intracelular con el fin de
establecer posibles estrategias para limitar su accion sobre las células cancerigenas
o reducir alguno de los efectos adversos.

Vamos a detallar algunos de los mecanismos de accion conocidos de la
doxorrubicina desde el momento de introduccion en la célula mediante difusion
pasiva hasta su transporte al nucleo. Una vez en el espacio intracelular, la
doxorrubicina da lugar a estrés oxidativo mediante la formacion de especies
radicalicas de oxigeno (ROS) como Oz y H202 [20] que actian a distintos niveles,
dando lugar a la peroxidacion de los lipidos, la alteracién de la membrana
plasmatica e interfiriendo en la actividad de enzimas, proteinas y acidos nucleicos.
Segun estudios recientes, su origen tiene lugar en los compartimentos
mitocondriales donde la presencia de enzimas reductoras que junto al hierro
favorecen la reduccién de la doxorrubicina en una semiquinona muy inestable. Esto
da lugar a la formacion de ROS que interfirieren en el correcto funcionamiento de la
mitocondria [4,5], comprometiéndose la expresion de los genes mitocondriales y la
actividad de la topoisomerasa 1 mitocondrial (TOP1mt) [12]. Por otro lado, la
doxorrubicina forma un complejo con los proteosomas del citoplasma que facilita su
transporte hacia el nucleo [14] donde ejerce su accién principal. Sus efectos en el
ndcleo son la inhibicion de la TOP2a (caracteristica de células proliferativas) y
TOP2pB (caracteristica de células coalescentes) y la reduccion de la expresion de
genes; favoreciéndose asi el efecto cardiotéxico [5] y el inicio de la apoptosis.

Hoy en dia existen varias estrategias de reduccién de los efectos adversos
toxicos que acompafan a los tratamientos con doxorrubicina y antraciclinas. Una de
estas estrategias se debe a que los efectos toxicos estan relacionados con una
dosis acumulativa superior a 500 mg/m2 de doxorrubicina y por ello, se recomienda
la administracién de dosis inferiores [6]. Otra consiste en la administracién de las
dosis mediante infusion que ha demostrado disminuir la cardiotoxicidad frente a la

administracion repetida en bolos. Otra posibilidad es la sustitucion por antraciclinas
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aunque la informacién disponible no aporta evidencias de una menor toxicidad en
un rango de eficacia similar [6]. También es posible la coadministracion preventiva
de B-bloqueantes, IECAs o de Dexrazoxano que se une con TOP2B evitando su
unién con la doxorrubicina y reduciendo de este modo, los efectos toxicos en células
coalescentes como cardiomiocitos [24]. Otra estrategia que se considera muy
prometedora y a la que se le ha dado mucha importancia en los ultimos afios es la
encapsulacién de las moléculas de doxorrubicina dentro de nanoparticulas
para su transporte selectivo hacia las células diana reduciendo los efectos adversos
y retrasando su eliminacion del organismo.

La doxorrubicina normalmente se administra en forma de sal de hidrocloruro por
via intravenosa donde se une a las proteinas plasmaticas en un 74-76% y presenta
un volumen de distribucién entre 800 y 1200 I/m?lo que sugiere su alta distribucion
por los tejidos reteniéndose en el organismo hasta 24-48h (72h en leche
materna) después de la administracion [9]. Por otro lado, en el mercado esté
disponible una presentacion de doxorrubicina encapsulada en liposomas cuyas
propiedades farmacocinéticas y de distribucion son distintas sin afectar la eficacia
del tratamiento. A veces pueden estar recubiertas con polietilenglicol (PEG) para
protegerlo de eliminacion por parte de los fagocitos y el sistema mononuclear. A
diferencia de la doxorrubicina convencional, los liposomas mantienen altas
concentraciones del farmaco encapsulado en los vasos sanguineos hasta 75 horas
después de la administracion, absorbiéndose sobre todo en vasos que presentan
una mayor rigidez y mayor permeabilidad, caracteristicos de los tejidos tumorales,
gue resulta en una disminucion de la intensidad del efecto cardiotéxico [6,24,8].

También se esta investigando la administracion de doxorrubicina encapsulada
dentro de exosomas:

1. En uno de los estudios se han utilizado células DC inmaduras modificadas
genéticamente para expresar la proteina Lamp2b fusionada con el péptido iRGD
con afinidad por las aV integrinas de los tejidos tumorales para generar exosomas
con capacidad de transporte selectivo (iIRGD-Exos) de doxorrubicina a células
tumorales. Los exosomas, una vez purificadas, han sido cargados con doxorrubicina

mediante electroporacion (IRGD-Exos-Dox) y se han realizado estudios in vitro con
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lineas celulares MDA-MB-231, MCF-7, B16-F10 y HepG2 del cancer de mama e in
Vivo en ratones con cancer de mama MDA-MB-231 mediante inyeccion IV. Se ha
observado que los exosomas modificados IRGD-Exos-Dox presentan una alta
actividad citotoxica similar a la DOX libre in vitro y una mejor selectividad de accion

acumuladndose fundamentalmente en

tejidos tumorales frente a exosomas —~2%] —~iRGD-Exos-Dox
£ 5l -=—blank-Exos-Dox
naturales blank-Exos acumulados en £ ——Free Dox
o ——iRGD-Exos
higado y bazo junto con una mayor eficacia  § 91 ~~PBS
. L. (2] 4
del tratamiento con  doxorrubicina = L -
] |
encapsulada en exosomas IRGD-Exos- §°'5
- =
0+

Dox in vivo consiguiendo reducir 6 9 12 15 18 21
Time (Days)

o
w 1

considerablemente el volumen vy
Figura 6. Evolucion del tamafio de tumor en
raton tratado con Dox. (Tomado de Tian vy col.,

la doxorrubicina libre sin presentar efectos 2016: [21]).

velocidad de crecimiento del tumor frente a

toxicos sobre el raton (Figura 6) [21].

2. Otro estudio ha utilizado los embriones de pez cebra (Danio rerio) elegidos
debido a su similitud genética y biolégica con los vertebrados superiores, facilidad
de cuidado y rapidez de crecimiento para estudiar la capacidad de los exosomas de
transportar medicamentos a través de la barrera hematoencefalica. Se han aislado
exosomas procedentes de células de tumor neuroectodermal (PFSK-1), de
endotelio cerebral (bEND.3), de glioblastoma (A-172) y de glioblastoma-astrocitoma
neuronal (U-87) para estudiar su estructura y su capacidad de atravesar la barrera
hematoencefalica mediante un estudio de fluorescencia posterior a la
administracion de exosomas cargados con rodamina 123 mediante incubacion a
37°C. Solo los exosomas procedente de células bEND.3 han sido capaces de
atravesar la barrera hematoencefalica que se diferencian de otros por su mayor
contenido en receptor CD63 que puede sugerir el mecanismo de captura de los
exosomas por endocitosis mediado por receptor. Después se han incubado la
doxorrubicina y el paclitaxel a 37°C en exosomas procedentes de células bEND.3 y
se han administrado a los embriones de pez cebra con glioblastoma-astrocitoma

neuronal mediante una inyeccion en la vena cardinal. Como consecuencia, se ha
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detectado una disminucion de la viabilidad celular que junto con la disminucion de
la presencia del factor proangiogénico VEGF confirman la capacidad de los
exosomas para transportar agentes quimioterapéuticos a través de la barrera
hematoencefalica [26].

3. Otro estudio mas reciente investiga el efecto citotoxico de la encapsulacion de
doxorrubicina en exosomas derivados de células cancerigenas, su peffil
farmacocinético y los efectos adversos que produce. Para ello se han aislado
exosomas de dos lineas celulares cancerigenas MDA-MB-231 y HCT-116 y se han
cargado con doxorrubicina mediante electroporacion a 150V. Los exosomas
obtenidos (exoDOX) se han administrado in vitro a cuatro lineas celulares
cancerigenas MDA-MB-231, HCT-116, LoVo y DLD-1 demostrando una actividad
citotoxica similar a la doxorrubicina libre. Tras la administracion in vivo a ratones con
cancer MDA-MB-231 a dosis pequefias no toxicas, el efecto citotoxico de ambos
tratamientos es similar; mientras que a una dosis 10 veces mayor, el ratén tratado
con DOX libre ha presentado, aparte de un debilidad general, una reduccion de peso

de 25% frente al 10% del ratén tratado

3
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mDOX
con exoDOX 'y una mayor 5 ex0DOX | —
acumulacién en tejidos como *E, %,
£ T £ I
higado, bazo, intestino y llegando a § §
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un 40% superior en el corazon o o
frente al tratamiento con exoDOX, a E % 5 3 8
] — T a o
=

pesar de mantener la concentracion

sanguinea a nivel similar (Figura 7) Figura 7. Distribucién de la exoDOX frente a DOX
[22] libre en raton. (Tomado de Toffoli y col., 2015; [22]).

6. CONCLUSION.

En el presente trabajo se ha realizado una aproximacién experimental del
aislamiento y caracterizacion de los exosomas obtenidos de una linea de células
tumorales prostaticas, PC3 y un estudio bibliografico de los exosomas como

vehiculos biolégicos de la doxorrubicina.
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Desde el momento de su descubrimiento los exosomas han generado mucho
interés y los estudios que se han realizado han sido muy prometedores tanto en el
campo terapéutico como en el diagnostico como biomarcadores pero aun presentan
varios problemas pendientes de resolver antes de poder utilizarse en clinica. Asi la
gran ventaja de los exosomas frente al resto de nanotransportadores es su origen
enddgeno, por lo que tienen una baja probabilidad de generar hipersensibilidad
caracteristica de los transportadores sintéticos. Por otro lado, los mecanismos de
seleccion del contenido de los exosomas no se conocen todavia lo que impide
mejorar el rendimiento de las técnicas de introduccion de moléculas terapéuticas en
su interior y evitar factores de riesgo ya que derivan, en algunos casos, de células
tumorales o con otra patologia. Por udltimo, mientras que en animales de
investigacion su administracion es muy eficaz, en seres humanos presenta una
rapida eliminacién del torrente sanguineo [17], con una semivida aproximada de 5
min, con lo que su eficacia se ve comprometida y su uso en ensayos clinicos es
limitado.

La parte experimental realizada en este trabajo ha implicado el manejo de
cultivos celulares, aislamiento de exosomas por técnicas de ultracentrifugacion,
identificacion por “Western Blot” y determinacion de proteinas por el método
Bradford, tal y como se indica en el apartado de material y métodos. El desarrollo
temporal lento de algunas técnicas no ha posibilitado probar el efecto de estos
exosomas sobre las propias células y comprobar si provocan en ellas cambios
fenotipicos demostrando asi el papel en la comunicacién entre células de préstata.

Como las ideas principales del estudio bibliografico indican, la doxorrubicina es
un agente quimioterapéutico de alta eficacia y un amplio espectro de accion. En la
actualidad, existe un campo de investigacion abierto para la mejora de su
biodisponibilidad y evitar los efectos adversos de su tratamiento. La encapsulacion
de doxorrubicina en los exosomas tiene prometedores ventajas como se demuestra

en los ensayos “in vitro” e “in vivo”, pero no existen alin estudios clinicos aprobados?.

1 Segln resultados de busqueda en la base de datos de ensayos clinicos en linea ClinicalTrials.gov
consultada el dia 18/06/2016 utilizando como palabra clave “exosomes doxorubicin”.
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